実験的壊死性膵炎における膵線維化とコラゲナーゼ活性に関する研究 by 高田 道明
金沢大学十全医学 会椎誌 第91巻 第3 号 473-488 (1982)
実験的壊死性膵炎に お ける膵線推化 と
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 に関する研 究
金沢大 学 大学 院 医学 研 究 科 外科 学 第二 講座 り旨導: 宮 崎逸 夫教接)
高 田 道 明
( 昭和57年･り】23 日受 付)
斬3
膵炎, こと に壊死 性膵炎後 に 惹起さ れ る線維増 生や 脂肪組織 へ の 置換 は, 病 態の み なら ず治療面 に
お い て も重 要な課題 を有 して い る
.
そ こ で , ラ ッ ト膵凍結に よる 実験的壊死性膵炎を作成し, 膵 の 組織学
的検索お よ び膵組織中ノ､イ ドロ キ シ プ ロ リ ン の 測定結果 に 基 づ く 膵線推化の 動態と膵組織中コ ラ ゲナ ー ゼ
活性との 関連性 を検索し た
.
凍結処置 を受 け た膵は, 早期に お け る壊死 , そ れ に 続く繰維増生 を示 したが ,
これ らの 変化の 大部分は終局的に 脂肪組織 へ の 置換 を生 じた｡ 膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 量は, 凍結
処置後4 週 目ま で 次第に 増加した が , 5過日以降 は軽度増加に と どま っ た｡ 中性可溶性 コ ラ ー ゲ ン を基質
ヒし, 組織培養法 を伺 い て 測定さ れ た膵組織 コ ラゲ ナ ー ゼ括性 は, 2週目 よt′)認め られ , 5週目 で 最高に
達したが, 7週 目以 降で は検出さ れ な か っ た
.
また , ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル デ ィ ス ク 電気泳動の 検索に
より, そ の 際に み ら れ た コ ラ ー ゲ ン基 質の 溶解 は, コ ラ ゲナ ー ゼ に基 づ い て い た こ とが 確認 さ れ た
.
以上
の成績よ り, 壊死 性膵炎後 に お い て膵 の 線維化の 進行に 伴う コ ラゲ ナ ー ゼ病性の 上 昇 をみ たが , この 増生
したコ ラ ー ゲ ン線維の 分解吸収 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性は重 要な 役割 を果して い る こ と が 示 唆され た｡
汰ey Ⅵ rOrds 膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン , KISO 法, 膵 コ ラ ゲナ ー ゼ活性,
組織培養法, 膵凍結法
急性膵炎の 過半数は , 適切 な処置に よ り機能障害 を
残す ことなく治癒する . 急性膵炎よ り慢性膵炎 へ の 移
行は低率1}2)で あ り, 急性膵炎の う ち の 一 部3)とさ れ て い
る
. 壊死性膵炎は組織学的に 融解壊死 が も っ とも 特徴
的な所見で あり, そ の 壊死 巣は終局的 に 脂肪組織 に 置
換され, 組織の線純化 に 移行す るも の は稀れ で ある と
いわれる. 従っ て, 膵 に お ける線維化過程 は, 他臓器
とは異なる経過を とる こ とが 推測さ れ る｡ 膠 原線維 を
構成する コ ラ ー ゲ ン は, 生 体 に お ける 全蛋 白量 の 4分
の1から3分の 1 を占め る線維性蛋白質で , 生理 的条
件下で は安定で あり, 各種 の 非特異的な蛋白分解酵素
の作用を受 けて も 分解さ れ る こと は ない と い う ｡ コ ラ
ゲナ ー ゼ は, コ ラ ー ゲ ン に 特異的に 作用 し, 三重螺旋
構造を有す る安定な コ ラ ー ゲ ンの N 末端よ り 4 分の 3
の 一 点を切断し 二 分す る酵素と され て い る｡ 一 旦 , コ
ラ ゲ ナ ー ゼ に よ り 二 分さ れ た コ ラ ー ゲ ン は, 可溶性と
な り, 体温 で変性 し, 各種 の 非特異的蛋白分解酵素の
作用 を受 け, 吸収さ れ て い く4)と考え られ て い る. 1962
年, Gr o ss& Lapier e
5)は , オタ マ ジ ャ ク シ の 皮膚を組
織培養し, コ ラ ー ゲ ン 線維を溶解 させ る こと に よ り,
動物性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 検出に 初め て成功した｡ その 後,
人 の 皮膚6), 子 宮7), 角膜8), 関節膜9)等の 各種臓器や組
織 で コ ラゲ ナ ー ゼ が証明さ れ てい るが , い ま だ膵組織
での 明確な検出 はな さ れて い ない . そ こ で 著者は, 凍
結法に よ り, ラ ッ トに 実験的壊死性膵炎を作成し, 壊
死 巣の 線維増生 と そ の 分解吸収過程 に お い て組織 コ ラ
ゲ ナ ー ゼ活性 を検索 し, 更に , 膵線維化の 消長に 対す
る コ ラ ゲ ナ ー ゼの 役割 に つ い て検討したの で報告する.
A Study o nPancre atic Fibrosis and Col agena s eActivityin Experim ental Necr otizing
Pancre atitis･ M ichiaki Takata, Departrn ent Of Surgery(ⅠⅠ), (Dir ector: Prof. Ⅰ. M iya-
Zaki), Scho olof Medicin e, Kan aza w aUniv ersity.
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対象お よ び方法
Ⅰ . 実験動物, 実験的壊死性膵炎作成法
お よ び研究方法
体重 200～ 250g の wista r系雄性ラ ッ トを, ネ ン ブタ
ー ル (N E M BUT A L⑧) (5 m g/ 体重100g)の腹腔
内投与 に よる 全身麻酔下 叫 で 開腹 した . 次に, 膵の Sple-
nic segr n e nt
1 1)を, 二 酸化炭素使用の凍結装置 Cryo s -
A (持田製薬) に て , 30秒間凍結 し開腹 した . こ のよ
う に して作成さ れた 実験的壊 死性膵炎ラ ッ ト に 対 し,
膵凍結後4 日目まで は 1 日 ご とに, その 後は 1過 ごと
に 15週ま で膵の 組織変化, 膵組織中の ハ イ ド ロ キ シ プ
ロ リ ン (hydr o xy pr olin e) 豊お よ びコ ラ ゲ ナ ー ゼ (col･
1agena s e) 活性な ど を検索 した .
なお , 膵組織採取は, 図 1の 如く に splenic segm e nt
を 3区分 し, A区を ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン の測定 に ,
B区を組織学的検索に , C 区を コ ラゲ ナ ー ゼ 活性 の検
出に供 した .
ⅠⅠ
. 検査項訂お よ ぴそ の 方法
1. 血祭リ パ ー ゼ(1ipa se)お よ び アミ ラ ー ゼ (a my-
la se) の 測定
膵外分泌酵素である リ パ ー ゼ お よ びア ミ ラ ー ゼ の測
定は, 下大静脈よ り採取 した 静脈 血 につ き行 っ た . リ
パ ー ゼは, B A L B- D T N B法(リ パ ー ゼ キ ッ ト ｢マ ル
ピ ー ｣, 大日本製薬)に て測定 した ｡ ア ミラ ー ゼ は, ヨ
ー ドデ ン プ ン比色法 (ア ミ ラ ー ゼ テ ス ト ワ コ ー , 和光
純薬工業) に て測定 した . ア ミ ラ ー ゼ ア イ ソザ イ ム
Fig.1 Fre e z ed a re ain the pa n c re a s. ,吻 fre e z ed
a re a. T his ar e a w a sdivided into 3 pa rts fo r
follo wing ex amin atio n s :A hydro xypr olin elev el,
B histologlCal findings, C collagen as ea ctivity.
(a mylas eis ozym e) は, タイ タ ンIIi-Lipo (ヘ レナ
研究所) を支持体 とす る電気泳動法お よ びブル ー スク
ー チ (blu e sta r ch) 濾紙密着法に て 分 離測定した
.
2. 組織学的検索
へ マ トキシ リ ン ･ エ オ ジン(he m ato xylin e a nde osin)
染色 に て膵組織全体像の観察を行 い , ア ザ ン(Azan)
染色 に て組織中の 線維の増減 を観察 した .
3. 膵の乾湿重量の比率の 検索
膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン量が 実験的壊死性膵
炎の 各時期に お け る炎症性浸出液 の 含有量 に 影響され
る こ と を除く た め, ま た , 膵の 組織中水分含有量の検
索か ら膵の組織学的変化 を知る た め に , 採取した膵組
織片 を - 4 0
0
C, 12時間凍結乾燥 し, 乾湿重畳の比率
を求め た .
4. 膵組織中 ハ イ ド ロ キシ プ ロ リ ン量の 測定
その 測定に は, K IS O法王2)を用 い た .
予 め秤量 し たス ク リ ュ ー バイ アル(S - 1, 日電理化
硝子製) に 採取 した膵組織片を入 れ , 組織湿重畳を渾8
定し, 次い で, こ れ を凍結乾燥 して組織乾燥重畳を測
定 した . 凍結乾燥 した組織の 入 っ た ス ク リ ュ ー バ イア
ル に , 1 g か ら組織乾燥重畳 を差引 い た 重量分の 水を
加え , さ らに 12 N塩酸(hydr o chlo ric acid) 1 mトを
追加 した . こ の バ イ ア ル を, テ フ ロ ン と シ リ コ ン の二
重の パ ッ キ ン グで密栓 し, 110
0
Cの 油浴中で 24時臥
加水分解 した . 次 に, オ キシ プ ロ リ ン (0Ⅹypr Oline)
1 ～ 30〝g に相当す る加水分解後 の 資料 を共通すり合
せ 試験管 に 加 え凍結乾燥 した後, 蒸留水を 4 ml加え,
さ らに 2 ml の ほう 酸緩衝液(pota ssiu mbo r atebuffer
s olutio n) (ほ う 酸(boric a cid)6.184gと塩 化カリウ
ム (potassiu m chloride) 22.5g を 60mlの 蒸留水に
溶解 し, 水酸化 カ リ ウム (pota ssiu m hydr o xide) 溶
液で pH 8.7 に 調整乱 蒸留水を加 えて 100ml とする)
を追加 し, 20分間混和 した . その 後, 1 mlの ク ロ ラミ
ン T (chlo r a min T) 溶澱 (ク ロ ラ ミ ン T 5.63gをメ
チ ル セ ル ソ ル ブ(m ethylcellu s oIv e)に 溶か し, 100ml
とす る) を資料に 加 え, す ぐ混和 し, 25分後, チオ硫
酸 ソ ー ダ(s odiu mthio sulfate) 溶液(チオ硫酸ソ
ー ダ
錮 .34g を水に 溶か し,100ml と す る)3 ml を加えた･
さ ら に , これ に ト ル エ ン (tolu e n e) 5 ml を加えて密
栓 し, 沸騰水浴中で 30分間加熱 し, 次 い で冷却後, 5
分間静置 した . ト ル エ ン 層を4.5nl と り, ぼう硝カラ
ム (s odiu m s ulfate c olum n) を通過させ , 得られた






re age nt) (濃硫酸 (c o n ce ntrated
s ulfu ric a cid) 6.85ml を 50ml の無水 エ タ ノ
J L'
(abs olute etha n ol) に 加 え, 冷却 す る. これとは別
















膵線推化と コ ラ ゲナ ー ゼ活性
アルデヒ ド(p
- dim ethyla min obe n z aldehyde)30g を
加える. こ れ に 前述の エ タ ノ
ー ル溶液 を加 え て攫拝す
る)を加えて す ぐ に混 和 した . 混 和30分後 , ダ ブ ル ビ
ー ム分光々 度計 を用 い ,650n m で ベ ー ス ラ イ ン を零に
合せた後, 560n 皿 で吸 光度 を測定し, 予 め作製 し た標
準曲線よ り, 各資料の ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン量 を求め
た.
なお, 標準曲線は, 市販の ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン を
用い, その 各々 1, 5, 10, 15, 20, 30/Jg に 上 記と 同
様の操作を加え, 吸光度を測定す る こ と に よ り得た .
5. コ ラゲ ナ ー ゼ活性の 測定
1) 中性可溶性 コ ラ ー ゲ ン (ne utr al soluble c ol･
1昭e n) (基質)の抽出
膵組織コ ラ ゲナ ー ゼ活性を 中性領域の 生 理的条件下
で検出するた め に , Ka ng ら1 3)の 方法 に従 い , 幼君ラ ッ
ト(wista r系, 体重8 0g) の 皮膚よ り中性可溶性 コ ラ
ー ゲン を抽出した .
なお, 全て の操作 は, 5
0
C以下で行 っ た .
剃毛後剥離した ラ ッ ト皮膚 を細切 し肉挽機で破砕 し
た後, こ の 資料に 1 M塩化 ナ トリ ウム (s odiu m chlo-
rまde) を含ん だ 5倍量 の 8.05 Mトリ ス 緩 衝液 (tris
buffer s olution) (pH 7.0) を加え, 48時間, 時々静
かに控押して粗 コ ラ ー ゲ ン の 抽出を行 っ た . こ の 抽出
液を遠心(13,000g, l時間)し, 不溶物を除去 し, 次
いで, この溶液 に塩化ナ トリ ウム を 20%に な るま で 加
れ 塩析を行っ た. 得ら れ た沈澱物 を遠心 に て収集し
た後, 蒸留水に 再溶解 し不溶物 を遠心 に て除去 した
.
同様の操作に て再び こ の コ ラ ー ゲ ン 溶液を墟析 した .
得られ た 沈澱 物 を遠 JL､に て 収 集 し た 後, 0.5% 酢酸
(ac etic a cid)に 溶解 し, 0.5% 酢酸に て 充分 に透析 を
行い, 脱塩 した. 透析後の 溶液 を遠心 し, 不溶物 を除
去した後, 0.02 M燐 酸 ニ ナ ト リ ウ ム 溶 液 (diba sic
SOdiu m pho sphate solutio n) に て再び 3 日間透析 し
た. 沈澱し たコ ラ ー ゲ ン を, 遠心 に て収集し た後,0.5%
酢酸に溶解 した. この 溶液 に , 塩化ナ トリ ウム を 5%
になるよう に 加え, 生 じた沈澱物 を遠心に て収集し,
8･5% 酢酸で再び透析 した. その 後, 遠心 に て不溶物 を
除去した後に 得ら れた コ ラ ー ゲ ン溶液を凍結乾燥 し,
冷凍保存した .
2) 再生 コ ラ ー ゲ ン線推の 作製
上述の 方法で 得た コ ラ ー ゲ ン 0.5g を,1 00mlの 0,4
M燐酸緩衝液(pho sphate buffe r) (pH 7.6) に 溶解
衡 0･4 M塩化ナ トリ ウ ム 溶 掛 こ て 24時 間透析 を行
い1 4-
, 遠心(13,000g, 1時間)に て 不溶物 を除去し た .
ニの コ ラ ー ゲ ン溶液 250〟1を, ミ ク ロ シ ャ ー レ の 内室
値径15 m m, 深さ 2 m m) に 注入 し, 外賓( 直径26
m m, 深さ 5 m m)に は, ペ ニ シ リ ン G (pe nici11in G)
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150u/ml, ス ト レ プ ト マ イ シ ン(strepto mycin)140JLg/
mlを加 えた タイ ロ ー ド液(Tyr ode s olution) (塩化ナ
トリ ウム 2.87g, 塩化 カリ ウ ム (pota s siu m chlo ride)
0.2g, 塩化カル シ ウ ム (c alciu m chlo ride)0.2g, 塩
化 マ グネ シ ウム (rn a等n e Siu m chlo ride) 0･1g, 炭酸
水素 ナ トリ ウム (sodiu mbic a rbo n ate) 1 g, グ)t/ コ
ー ス (glu c o s e)1.6g, 水 1,000 mi)6)を満た し, 36
0
C,
4 時間培養し, 再生 コ ラ ー ゲ ン緑綬を作製 した .
3) 膵組織 コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性の 測定
採取 した膵組織片の 一 部(2 × 2 × 2In m3片) を,
上 述の タイ ロ ー ド液 の 塩化ナ トリ ウム を 8 g とし, 燐
酸 二 水素ナ トリ ウム (m o n oba sic sodium pho sphate)
0.05g を追加 し た動物性 タイ ロ ー ド 液 (m a m m alin
Tyrode solutio n) 6)で よく 洗僻 した後, これ を予 め作




培養 した. コ ラ ゲナ ー ゼ括性の 判定は, Gri1lo ら6】の 方
法 に 従い , 膵組織周囲に 形成され た基質の 溶解程度 を
以 下の 5段階に 分 ける こ と に よ り表現 した .す な わ ち,
(0)は溶解が全 くみ られ な い もの , (±)は膵組織周
囲に わ ずかに み られ る も の , (+ 十 +)は大部分が溶解
し たも の と し, (±) と (+ + 十)の 間を溶解輪の 大小
に応 じて (十) また は (+ +) と した (図2).
6. 中性可溶性 コ ラ ー ゲ ン お よび そ の 溶解産物の検
討
基質と して 精製 した 中性可溶性 コ ラ ー ゲ ンが 純粋で
あ る こ と, 膵組織培養に よ り溶解の み られた際の 反応
生成物が コ ラゲ ナ ー ゼ に よ る分解で あ る こ と を検討す
る た めに , ポリ ア ク リル ア ミ ドゲ ル (polya c ryla mide
gel) ディ スク電気泳動 に よ る検索を行っ た.
な お, 電気泳動の 操作手頃は Or n stein & Da vis1 5)1 6)
の 方法に よ り行い , ま た, 試薬 は Nagaiら1 7)の 方法に
よ り作製し たも の を用 い た (表1).
精製 コ ラ ー ゲ ン の 検索に は, 前述の 凍結乾燥 した コ
ラ ー ゲ ン を0.O6 M酢酸ぼ衝液(a c etate buffer)
●
(pH 4 .8)に 溶解 し, 45
0
C, 10分間熱変性させ た もの
(() (±) (十) (廿) (十臣)
Fig.2. Gr ade s ofc ollage n a s e a ctivity. T he sc ale of
C Ollage n a se a ctivity w as graded(0)to (+ + +),
with(0)indic ating n o visible ysis,(+ + +)alm o st
full lysis of the collage n gel substrate ., 闇
pa ncre atic tissu e;鼠 , r e C O n Stituted n e utr als oluble
C Ollage ngel.
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を資料 と した. 一 方, 膵組織培養 に より溶解の み ら れ
た際 の基質 は, 30% 硫酸ア ン モ ニ ウ ム (a m m o niu m
s ulfate) に て沈澱さ せ, 遠心に て 資料 を収集し た後,
これ をさ ら に 30% 硫酸ア ン モ ニ ウム に て 洗源 し, 遠心
を操り返 したⅠ鋸 . こ の よう に し て得 られた沈澱物を 0.1
M 酢酸 に溶解 し,0.05M 酢酸 に て透析 した 後, 凍結乾
燥 した . 更に , これ を 0.06 M酢酸緩衝液(pH 4･8)に
溶解 し, 45
0
C, 10分間熱変性 させ , 資料 と した.
成 績
1. 血凍 リパ ー ゼ お よび アミ ラ ー ゼの 推移
1) リ パ ー ゼ
血凍リ パ ー ゼ の各時期に お け る測定結果は , 以 下の
如くで あっ た.
正常 ラ ッ トの リ パ ー ゼ値 は, 119.4主51.3 B A LB 単
位/0.05ml (m e art±S. D. , n = 12, 以下 同じ) で あっ
た が , 膵 凍 結後 1 日 目 は 73 5.1 ±360,6, 2 日目 は
636.4 ±482.3, 3 日日 は 732.0 ±6 08.5, 4 日 目 は
1,566.4±367.1 と正常 ラ ッ ト に比 し有意(p<0･01)の
高値を 示 した . しか し, 1週 日以降 15週 まで は, い ず
れ も軽度上昇 を示 す に と どま っ た ( 図3).
2) ア ミ ラ ー ゼお よ びア ミ ラ ー ゼ アイ ソザ イ ム
正 常 ラ ッ トの肝臓, 膵臓, 唾液腺お よび 血紫中の ア
ミ ラ ー ゼ アイ ソ ザイ ム を電気泳動法 によ り検索 したと
こ ろ, 9本 の バ ン ド に 分離 され , 膵由来 の ア ミラ ー ゼ
アイ ソザ イ ム は陰極側 よ り 1番目 と 2番目の バ ン ド に
存在 した .
正常 ラ ッ トの血凍中アミ ラ ー ゼアイ ソ ザイム 所見は,
唾液腺 に み られ た所見 と 一 致 した .
正 常ラ ッ トの 血 祭ア ミラ ー ゼ値は 2, 錮6±305 So m ｡.
g yiu/dlで あ り, 以後, 著変 を認 めな か っ た. 血賛申
膵由来ア ミ ラ ー ゼ アイ ソザ イ ム は, 凍結処 置後1 日目
よ り出現した が , 1週目以降は認 め られ なか っ た 噛
4).
2. 膵の 組織学的変化
凍結処置後 の 1 日目に お ける膵組織は, 実質の壊死
所見 の み が著明で あ り, 細胞浸潤や浮腰は認められな
か っ た. 2 日目か ら 3日目 にか け て , 壊死 周辺部に炎
症細胞浸潤が起 り, 細膵管増生像が散見されるように
な り, 浮腫所見も認 めら れ た｡ 処置後 4日目に なると,
毛細血管, 綱膵管, 細胞浸潤な どは さ らに 増加傾向を
示 し, また , 壊死周辺部に わ ずか なが ら線推増生像が
み ら れ る よう に な っ た . 処置後 1週目 に お い ては, 線
維化 が さ らに進行 し, 毛細血 管, 細胞浸潤お よび細野
管も著明 に増加 し, 同時 に壊死 部の 縮少傾向が認めら
れ た . その 後, 2 ～ 3週 に か け, 線推化は さらに進行
した
.
ま た, 残存壊死 部は か なり縮少 し, 細膵管や細
胞浸潤像 の減少傾向が認 められ た . 一 方 , この時期の
終り に は, 組織 中に 脂肪組織が わ ずか に 認められるよ
う に な っ た
.
4週目 に至 る と, 壊死 部が わずかに残存
し,` 線維組織 もや や 減少傾向を示 す も, 一 方, 脂肪組
織の増加が明 らか と な っ た . こ れ に 対 し, 毛細血管増
Tablel. Solutio n sfo rthe gelc olu m n s ofdis c electr ophor e si
Sto ck solutio n
(a)1 N K O H 48ml
Ac etic a cid 21.27ml
T EME D 4.6ml
W ate rto m ake lOOml
恥)1 N K O H 48ml
Ac etic a cid 2.944ml
T E M E D O.46ml
W aterto m ake lOOml
(c)Acryla mide 30gr
BIS O.8gr
W ate rto m ake lOOml
(d)Acryla mide lOgr
BIS 2.5gr
Wate rto m ake l OOml
(e)Ribonavin 4 m g
Wate rto m ake lOOml
(f) Buffe r s olutio n(pH 4.0)
Ac etic a cid 2,28ml
Glycin e 17.25gr
Wate rto m ake lOOOml
W orking solutio n
(Ⅰ) Lo w e rgel
Lo w ergel A… … ･ … … ‥1 v olu m e
(a)… … … 1 v ol.
(c)… … … 2 v ol.
W ater … 1 v ol.
Lo w e rgel B
… = … ･ ･ ･ ‥ ‥ 1 v olu m e
Am m o niu m per sulfate O.15gr
Wate rto m ake lO ml
(ⅠⅠ)Uppe rgel(pH 5.8)
(b)… … … 1 v ol.
(d)… … … 2 v ol.
(e) … … … 1 v ol.
W ate r･ ･ ･4 v ol.
膵線推化と コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性
如や細胞浸潤の程度 は軽度 と な っ て い た . 凍結処置後
5 ～15遡に か け, 先の 組織所見 はさ ら に進行 し, 特に
脂肪組織の 占め る割合が増加 し, その 後, 同様の 傾向
が持続した ｡ しか し, 増加 し た毛細血管や細胞浸潤所
見は, 7 週以降に 認 めら れ な くな っ て い た . ま た, 細
膵管増生所見 は, 各遇 で 認め られ たが , 11週以 降 はわ
ずかに 散在する の みで あ り, 線推組織は減少傾向が著
明で, この 時期以降 は軽度 に 観察され る に 過 ぎな か っ
た.






























Tlm e a粕汁 什ee z椚gPrOC 8dリー 8(W e eks】
Fig. 3. C ha nge s of pla s m alipa sele v els after
free zlng prO C edu re. Ea ch point r epres e nts a
m e a n± S. D.in 12r ats. n, C OntrOl gr o up.
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部分の領域が脂肪組織に 置換さ れ, 外分泌腺, ラ ン ゲ
ル ハ ン ス 氏島お よび 紙膵管が わ ずか に 散在す る終末像
を呈 して い た (表2, 図5).
3. 膵の 乾湿 重 量の 比率の推移
正常ラ ッ ト膵 に お け る乾燥重量と湿重畳の 比率は ,
































l l l l l l l ■ l l l l
n 1 2 3 4
Tlme a†t8r
fr 8e Zl ng
PrO C8dur e
(days)
1 2 34 5 8 7 8 9 1 0 11 12 13 14 1ら
¶m 8 aft8rfr8由 ng pr oぢ8dur8(w e ¢ks)
Fig.4. C ha nge s of pla s m a a myla selev els afte r
fre ezing pro c edu r e. Ea ch point r epr es ents a
m e a n± S. D. in 12 rats. n , C OntrOl gro up ;⑳,
totalpla s m a a myla selev el; ㊥, pla s m a a myla se
lev elo rigin ated fr o mthe pa n c re a s.
Table 2･ HistologlC alcha nge s ofthe pa n cr e a s afterfr ee zl ng PrO Cedu re
Tim e afte r
聖聖賢 Ne c r osis 蒜i;;蒜｡ n Capilla ry Du ctule Fibr osis Fat

























































, n egativ e; 十, mi 1d; ≠, m Ode rate; ≠, StrO ng.
478
っ たが , 膵凍結後4週目で は, 38.4 ±6･3%と 正 常ラ ッ
トに 比 して有意(p<0.01)の 高率 を示 した . また , 4
週目よ り 9週目 まで は, こ の 比率 は ほぼ横ばい 状態で
あ っ た が, 10週日以 降は さ らに 高率 と な り, 15週目で
は 45.4±7.1%と な っ た (図6).
4. 膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 畳の 推移
膵組織中の ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 畳を測定す る た め
に , 既知の 標準資料の吸光度を測定 して 零点を通る標
準曲線を得た ( 図7).
上記の標準曲線 よ り求め た乾燥重量 m g 当り の ハ イ
ド ロ キ シ プ ロ リ ン 量をみ る と, 正 常膵組織で は 3.38±
0.85FLg/m g(m e an±S. D. , n = 12, 以 下同じ) で あ る
が, 膵凍結後 1週目 で は 5.15 ±1･51J`g/m g と 有 意
(p<0.01) に 増加 した . さ ら に , 2_週目 の 測定値 は













n1 2 3 4 5 6 7 8 91 0 1 1 1 2 13 14 15
Time afterfree zlng Pr O Cedu re (w e eks)
Fig.6, Cha nging ratio of dryto w et w eight ofthe
pa n c re atic tiss u e afte rfreezing pro c edure . Ea ch




















5 1 0 1 52 0
Hydr o xYP｢ Otitl e(.′唱)
Fig.7. Sta nderd cu rv efo r hydro xy prolin e. (ab･
S O rba n c e)= 0.02Ⅹ(hydr o xy proline).
邁冒 は 7･89±1･61〃g/m g と 著増 した ｡ しか し, 5週目
の 値は 5･01±0･75〃g/m g と軽度増加 に と どまり,以後
10過日 まで 5 〝g/m g 台に と どま っ た ｡ 11～ 15週にか
けて の 測定値 は 4 /` g/m g 台で あり, 正常群に 比して有
意差 をみ な か っ た ( 図8).
5. 膵組織 コ ラゲ ナ ー ゼ活性 の 推移
膵組織培養24時間目に お ける コ ラ ー ゲ ン基質の溶解
輪形成 は, 正 常群 お よび 処置後 1週目群の 膵で は観察
され な か っ た
｡
しか し, 2週目 に なる と, 2ラ ッ ト16.7%
(n = 12)の 膵に 溶解輪が み られ た . 同様 に , 3週目は
































































n 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 2131415
Tlm e afterfr eezi【1g PrOCedure (weeks)
Fig. B. Cha nges of hydr o xy pr olin elev els in the
pa n c re a s afterfre e zing pro c edure. Ea ch point










Fig. 10. Polya c ryla mide gel disc ele ctr ophoresis
patte r n s of the m ally den atu red c ollage n･ 伸
:
Typic alpatte rn ofpu re c o11age n e xtr a cted fr
o m
the skin s of wist
,
a r Str ain yo u ng r atsis se en aS
α(m o n o m etric chain), β(dim etric chain) and
γ(trim etric chain). (b): Patte rn ofc ollage n re aC-
tio n mixtures degr aded by collagen a sein
the
pa n c re atic tiss u e at the 5th w eelく afterf
re ezing
pr o c edu re. Degraded pr odu cts ar e s ee n aSS eV era
l
n e w c o mpo n entsbelow the origin al bands･
膵線雄化と コ ラゲ ナ ー ゼ 活性
認められ , 5過日 に は 8 ラッ ト 66･7%と最 も高率と な
った. 6過日 に は 4 ラッ ト33･3%と低下 し, 7週目以
降にお い て溶解輪 は観察さ れ なか っ た ( 図9, 表 3)･
一 九 コ ラゲ ナ
ー ゼ活性 の程度は表 3に 示 した 如く
であるが, 膵凍結後 5週目の ラ ッ トに お い て活性 は最
も強く, (+ 十 +) お よ び (+ +) の判定例 の出現 をみ
た. この 溶解度 (十 + +) は , 別 に検索 した細菌性 コ
ラゲナ
ー ゼ (W orthingto n, 4188, C LS I V, 40 C151)



























Tim e afte rfr e e zing pro c edu re(w e eks)
Fig.11. Relatio n shipbetw e e nhydr o xy pr olin ele v els
and dete ctio n rate of c ollage n a s e a ctivityin the
pan c rea s afterfre e zing pr o c edu r e. Ea ch point
repr e$e ntS a m e an ± S. D. in 12r ats. n , C O ntr Ol
gr oup ;OM O,hydro xy pr olin elev els; ⑳
一旬 dete c･
tion rate ofc ollagen a s e a ctivity.
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なお, 再生コ ラ ー ゲン線経机 エ ラス タ ー ゼ(elasta se),
ト リプ シ ン (try psin), ペ プ シ ン (pepsin), パ パ イ ン
(papain) に よ っ て も溶解 され な か っ た .
6. 中性可溶性 コ ラ ー ゲン お よ びそ の反応生成物 の
検討
幼君ラ ッ トよ り抽出精製した 中性可溶性 コ ラ ー ゲ ン
の電気泳動像で は, α , β, γ に相 当する基本的泳動所
見1 7)が得 られ, 抽出 コ ラ ー ゲ ン が純粋である こ と を示 し




A等の泳動所見が み られ た が, この 所見 は,
既知の動物性 コ ラゲナ ー ゼ に よ り分解 され た コ ラ
ー ゲ
ンの 泳動所見7)9)と 一 致 してい た (図10).
7, 膵組織中ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン堂の推移と コ ラ
ゲ ナ ー ゼ 清性 の 推移との 関係
膵組織中 ハ イ ドロ キ シ プロ リ ン 量が 膵凍結後 2, 3,
4過 と経過 す るに つ れ 増加す るの に 応 じて, 正常ラ ッ
ト膵 で検出され な か っ た コ ラ ゲナ ー ゼ活性の検出率は
次第に 上 昇 し, 4週目に お い て は41.7%に 認められた .
4週 か ら 5週 にか けて, ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン崖 は減
少 したが , 逆に コ ラゲナ ー ゼ活性の認 めら れた ラ ッ ト
は 66.7% と高率であ っ た . 以後 の週に おい て は, コ ラ
ゲ ナ ー ゼ活性の検出率は急減 した (図11).
考 察
本邦に お ける慢性膵炎の病因と して の急性膵炎の頻
度 は全国集計で 6.2%で あり, 佐藤 ら2りま, 開腹手術 で
確認 した急性膵炎症例の追跡調査 か ら, 慢性膵炎 へ 移
行 した率が 20%前後 に み られ た と報告 してい る. こ の
Table 3. Cha nge s ofc ollagen a s e a ctivityin the pa n c re a s afte rfre e zing pr o c edu r e
Tim e afte r
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ように , 殆 ん どの急性膵炎 は成因の如何に かか わ らず
治癒 し, 慢性化す るも の は 一 部の症例 に 限ら れ る と推
察され る .
一 般 に, 慢性 膵炎の組織学的特徴は膵の線維化1 9) 叫で
ある が, その発現部位 や分布は種 々 21)であ り , 膵全域 に
わ た っ て散在性 に線推化が認 め られ るも の や, 限局性
にの み認め られ るも のが あ る. この 所見は, 外分泌酵
素の逸脱 な ど特異 な発症機構 をも つ 膵自体 に 原因 を求
め る必要がある こ と を示 し てい る. 一 方, それ ら を考
慮して, 種々 の実験的膵炎モ デ ル が作製2 8)2 4増 れ てい る.
すな わ ち, 林田 ら24卜 26)は, 実験的膵炎作製法 を大別 し
て , 1. エ チ オ ニ ン 等の 薬剤投与 よ る方払 2. 膵管内薬
物注入 に よる方乱 3. 膵管結集法, 4.血 管内異物注入
に よ る 方法 を挙げ, こ れ らに よ る実験的膵炎で は , 膵
管像に 変化 を及 ぼす ほ どの 膵の線推化を得る こ とが困
難 である と述 べ, 膵凍結 に よ る実験的膵炎モ デ ル を作
製 した . 著者 は, 膵の 凍結処置後に 起 る膵壊死 , 著明
な線推化, その 後の線推吸収 お よび脂肪組織置換 な ど
が短期間に み られ る こ とに 着目 し, こ の方法に よ る実
験的壊死性膵炎 モ デ ル を こ の研究 に 用 い た. 林田 ら は,
雑種成犬 に 膵凍結処置 を施 し, 膵管の 変化 や線推化 を
中心に述 べ て い るが , 著者の 実験 に み られ た凍結処置
後 の ラ ッ ト膵組織変化は, 膵の 融解壊死で始 ま り, 好
中球等の細胞浸音臥 血管増生と い っ た急性膵炎像か ら,
線推増生, 細膵管増生, 壊死部吸収お よび 脂肪組織置
換等の慢性膵炎像を呈 した . 一 方, 小塚 ら27)は , 1,600
剖検膵 に つ い て, 壊死性膵炎の病理紐織学的研究 を行
もゝ , 1. 急性壊死 性膵炎, (A . 融解壊死期, B . 脂肪壊死
巣残存期), 2 .壊死性膵炎後遺症, 3. 反復性壊死性膵炎
の 3群 に 分類 し, 壊死性膵炎後遺症 を広義 の慢性壊死
性膵炎と した . その 組織学的特徴 と して , 脂肪組織に
よ る膵実質の置換, 小葉内巣状 ま た は小葉周囲滞慢性
線緑化, 細膵管集合な ど, 多く を挙げた . ま た, 林2 8)は,
膵 の壊死巣が脂肪組織で吸収置換さ れ る所見は, 壊死
か ら癌痕 へ の 一 般概念が膵 に 当て は ま らず, 膵 の臓器
特異性 に よ る もの で ある と述 べ てい る.
著者 の 用 い た膵凍結処置 に よ る実験的膵炎は , これ
らの 報告に み られ る膵炎所見の各病期と近似 し, そ の
経過を連続的に か つ 短期間に 観察 でき る利点 を有 して
い る と推察さ れ た .
膵障害に よる膵酵素逸脱現象の変化は , 血 中や 尿中
の膵酵素の測定に より, あ る程度ま で推定が可能で あ
る｡ 膵逸脱酵素のう ち, ア ミ ラ ー ゼ は, 活性が安定な
こ と, 生体 内に 活性阻害物質や類似酵素が な い こ と等
か ら, 膵疾 患の診断お よ び経過観察 に重要で あ る. ラ
ッ トにお い て は, 膵, 肝, 唾液腺由来の ア ミ ラ ー ゼ ア
イ ソ ザイ ム が, 各々, 電気泳動 で分離同定 され , 正 常
時に 血中に 出現す る ア ミ ラ ー ゼ は, ヒ トの 血中に みち
れ る所見2 g)と異 なり 全て 唾液腺由来3 0)とされ ている.著
者の 用 い た タイ タンⅠⅠを支持体 とす る電気泳動および
ブ ル ー ス タ ー チ寒天密着法 に よ る血祭中の膵由来アミ
ラ ー ゼ は ,膵凍結処置後 1 ～ 4 日日 まで測定されたが,ノ
1週以 後 に 全く検出さ れ な か っ た . 一 方, リパ ー ゼは
種々 の臓器 に存在 す るが , 膵 リ パ ー ゼ に 特異的な基質
を使用 す る こ とに よ り, その測定 は膵炎の診断に有用
で あ る3 1)3 2). ラ ッ ト膵凍結処置後の血祭リパ ー ゼ億は,
4 日目ま で は高値を 示 し たが , そ の 後は軽度上昇を示
す に と どま っ た . 従っ て, 膵ア ミ ラ ー ゼ アイ ソザイ ム
お よび リ パ ー ゼの 測定値 か ら, 凍結処置に よ り惹起さ
れ る膵組織破壊 は, 1週目以 後は酵素学的に鎮静化す
る もの と推察され た .
膵線推化の程度の 表現と して, 日本膵臓病研究会20)で
は, 慢性膵炎 を臨床的 に 軽度, 中等度, 高度に分けて
い る. しか し, こ の 表現 は膵線推化の 程度を定量的に
示 して い ない こ と か ら, 小泉3 3)は , 投影機 を用い て組織
像を トレ ー シ ン グ ペ ー パ ー に 描 き, 線維郡を切り抜い
て そ の重量 を測定す る こ とか ら線練化率 を算出してい
る. また , 小関ら
3 4)は, 441の 交点 を有す る格子型按眼
マ イ ク ロ メ ー タ ー を顕微鏡 に装着して行う poimtco unト
ing m etbod に よる線緑化率を報告 した . しかし, これ
らの 方法 をもっ て して も膵線推化 を定量的に判定する
こ と は必ず しも容易で な い .
と こ ろで, 組織中ノ.
､イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン は, コ ラ ー
ゲ ン蛋白 に 特有の 構成ア ミ ノ 酸 で あり, コ ラ ー ゲンの
全ア ミ ノ 酸 に 対す る比率が ほぼ 一 定してい る ことから,
そ の 測定 は, 膠原緑綬量の 良い 指標に なる と考えられ
て い る . 実験的膵炎後の膵線綻化の定量を, 能登潮 は
Pr o ckop
- U denfrie nd法36)を用 い , 井上 37)は Ne u m a n
法細 を用 い て, 各々 膵組織中ハ イ ドロ キシ プ ロ リン量を
測定す る こ とか ら行 っ て い る . し か し . こ れらの方法
は, 測定範囲が狭く , 操作が繁雑 で, か つ 測定値に安
定性 を欠き, 長期の 習熟が要求さ れ る . 著者の用 いた
E IS O法は, 検索部位 を 一 塊と して容易に 測定すること
が可能であり, また , そ の 測定に 安定性が認められる
こ と か ら, 有益 と思 わ れ た .
凍結処置後の 膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン量はI
4週 目まで 急増し, 5週目に 低下 し以 後著変をみ なか
っ た が, こ の 変化は組織像に お ける線純化の 推移とほ
ぼ 一 致 した 所見で あ っ た .
組織 中の水分含有量は ,臓器に より ほぼ
一 定39}で ある
とさ れ て い る. そ こ で, 実験 的膵炎の 各時期に おける
膵 の 組織中水分量 を検索す る こ と か ら. 膵の 組縛学的
変化 の推測 を試み た ｡ 膵 の湿重量 に 対す る乾燥重畳の
比率 は, 正 常膵 で は ほぼ 30%で あ るが , 凍結処置後1,
膵線維化 と コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性
2週日には軽度低下 を示 した. こ の時期 で も な お, 組
調停腫のあ る こ と が推定さ れ た. しか し, 4週目以 降
はその比 率が有意に 上 昇 し,15週目に 至 る と 50%近く
に達した. この 乾湿 重量比率の上 昇の原因は, 膵実質
細胞の減少や線推化以外に , 3週目よ り出現し始 めた
脂肪組織が徐々 に増加 した た めの 変化 と推察され る.
コ ラゲナ ー ゼ は , 生理 的条件下で極 めて 安定 な三 重
螺旋構造を有す る コ ラ
ー ゲ ン の 一 点に 特異的に作 用 し,
これを二 分す る性質を有 して い る こ とか ら, コ ラ ー ゲ
ン線推の分解吸収に 大き く 関与す る酵素
4 0)とさ れ て い
る.
かつ て は, コ ラ ー ゲ ン線 維を特異的 に 分解 す る酵素
はClostridiu mhystolytic u m由来の 細菌性 コ ラゲナ ー
ゼのみと され て い たが , 1962年, Gr o ssら はオ タ マ ジ
ャク シの尾部の皮膚を組織培養す る こ と に よ り, 初め
て中性領域の生 理 的条件下 で酸可溶性牛皮膚 コ ラ ー ゲ
ンゲル を分解する動物性 コ ラゲ ナ ー ゼ清性 を観察 した.
それ以後, 動物性コ ラゲ ナ ー ゼは創傷治癒時の皮膚6恒),
ヒトの皮膚4 1), 角膜8), 胃粘膜42ト 44), 癌組織43)45)4 6), あ
るい は他の組織9)A7 ト 4 9)に お い て検出さ れて い る .
Ca m er o nら5 0)は四 塩化炭素障害ラ ッ ト肝 に お い て 一
度形成が み られ た線推化も , あ る条件下で 分 解吸収さ
れ, 改革す る こ と を 示 した . 十 九 O kazakiら5 1】,
Im gard ら
5 21は, 四塩化炭素障害ラ ッ ト肝の 線推崩壊
消失の機序に コ ラゲ ナ ー ゼ が 関与す る こ と を示 し, 可
逆的な時期に そ の 活性 は認め られ る が, 不可逆な時期
に活性は認められ な く な っ た と報告 した .
ところ で, 膵 コ ラゲ ナ ー ゼ に 関する 記述 は散見さ れ
る5 3ト 56)が, それ らは Ho u ck らの
一 連 の 研究5 6卜5 8)を指
してい る と思わ れ る. Ho tlCk ら は, 膵抽出物 に より線
堆形成能が阻害さ れ, 大豆 トリ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー の
存在下で塩可溶性 コ ラ ー ゲ ン溶液の 粘度が低下 し た こ
とを報告し, さ ら に 彼ら は, pIi 8.6で 膵 か ら抽出する
ことによ りその 活性物 は精製可能で あ り, その 活性 は
カル シウム の 存在と無関係に pI1 5. で最大に なると述
べ た. しか し, この 研究 に 用 い られ た基質 は コ ラ ー ゲ
ンの再生線経で な く, プ ロ コ ラ ー ゲ ン で あ る こ と , ま
た, プロ コ ラ ー ゲ ン に の み作用 し, 天 然コ ラ ー ゲ ン に
酎乍用しな い こと な どか ら, 報告され た所 見 は コ ラ ゲ
ナ ー ゼに よる の で な く, 他の 蛋白分解酵素に よ る結果
である可能性が高い と推察さ れる .
コ ラゲナ ー ゼ活性 の 検出法に は, 1 4C や3H で標識さ
れた コ ラ ー ゲ ン か らの 標識 ペ プ チ ドの 遊離 を測定す る
方法6}5 9ト6 1), あ る い は, コ ラ ー ゲ ン 溶液 の 粘度の 低下 を
測定する方法5 9)6 2)な ど多く の 方法が報告されて い る . 著
者は, Gro ssら5)の 方法に 準 じて膵組織培養法 に よ り,
コ ラゲナ ー ゼ活性の 検出を行 っ た . 膵に は ト リプ シ ン,
481
キ モ トリ プ シ ン, エ ラス タ ー ゼ な どの エ ン ドペ プチ ダ
ー ゼや か レポ キシ ペ プチ ダ ー ゼ A, Bの よう な蛋白分
解酵素が多く存在 す るが , 著者の用 い た基質は それ ら
の 酵素 を作用 さ せ て も 溶解され なか っ た
.
Gro ssらは酸
可溶性 コ ラ ー ゲ ン を基質と して用 い たが, 著者は,Ka ng
ら13)の 方法 に準 じて 抽出した 中性可溶性 コ ラ ー ゲン を用
い る こ と に よ り,
一 層生理 的な 条件下で コ ラ ゲナ ー ゼ
活性 を検出した . また , 培養液で あ るタイ ロ ー ド液に ,
ペ ニ シ リ ン G お よ びス ト レ プ ト マ イ シ ン を加 える こ と
に よ り, 細菌の 影響 を除外 した .
研究の 進 んだ現在 に お い て も , 化学的に組成の明 ら
か な, い わ ゆる合成培地だ けで は多く の細胞 や組織 を
生育さ せ る こ と が でき な い こ と か ら, 培養液と して は
動物 の 血清 を10% 前後に 合成培地 に 添加63)したもの を
用 い るのが 普通 で あ る. しか し, Gr o ssら以降, 各研究
者が動物性 コ ラゲナ ー ゼ惰性の 検出に成功した 要因は,
血清無添加の培養液を使用 した点に あると推察さ れる
つ ま り, 血清中に は数種の コ ラゲ ナ ー ゼ惰性阻害物質,





血清蛋白(β1 疇 S er u mprOtein)6 8)6 9),
α1~ア ン チ ト リプ シ ン(αl~a ntitry psin)66)67), 血 小板
子 4 (plateletfa cto r4) 7 O)や 陽イ オ ン 蛋白 (catio nic
pr otein s)7 1)な どが 存在 す る こ とが 判明 して い る . 著者
は, 膵凍結処置ラ ッ トの 血祭 を用 い て コ ラゲ ナ ー ゼ活
性の 検出 を試み た が, 再生コ ラ ー ゲ ン 線維 に溶解輪形
成 を観察 で き なか っ た.
と こ ろで, 溶解輪形成が コ ラ ゲナ ー ゼ の 作用 であ る
こ とを証 明す るた め に は, 電気泳動また は電子顕微鏡
に よ り, トロ ポ コ ラ ー ゲ ン(tropo c ollagen)が T CAと
T C
8に 二 分さ れ てい る こ とを示 す必要がある62)と され
て い る. 著者は, 溶解産物に つ い て ポリ ア クリ ル アミ
ドゲル ディ ス ク電気泳動を用い る ことに より,Gr o ssら6 2)
と同様の コ ラ ー ゲ ン 分解 パ タ ー ン を得 た こ とよ り, 再
生 コ ラ ー ゲ ン線維の 溶解 は, コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ る反 応
で ある こと を確認 した .
凍結処置膵組織中の コ ラゲ ナ ー ゼ活性の 推移を みる
と, コ ラ ゲナ ー ゼ活性は 2週目よ り検出さ れ, 5 週目
で ピ ー ク に 達 したが , 7週目以降 は検出さ れ なか っ た .
組織像と対比 す る と, 2週日は線推が加速度的に 増加
し始めた時期で あ り, 5週目は緑綬の 分解吸収が著明
と な っ た時期で あ る. ま た, 7週目以降は膵炎が終末
像を呈 し, 障害部 の 大半が脂肪組織に 置換され , 線推
化が ほぼ 固定 した時期で ある . 従 っ て , コ ラゲ ナ ー ゼ
活性 は線鮮増生 と密接な関係に あ り, コ ラ ー ゲ ン線維
の 分解吸収 に 重要な役割を果 して い る こと が推定され
る. と こ ろで , 白血 球に も コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性が検出72)さ
れ て い る が, 凍結処置膵の 組織像で み られ る白血球浸
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潤は 1 ～ 2通が 最盛期である こ と, お よ び, 白血 球 コ
ラゲ ナ ー ゼは血 中の α2
-
マ ク ロ グロ ブリ ン に よ り抑制さ
れ な い こ と な どより, 著者の検出 した コ ラゲ ナ
ー ゼ酒
性 は白血球由来では な い と 思われ る. む.
しろ, 線維増
生 と密接 な関係に ある ことか ら, 線維芽細胞由来
7 3)7 4)の
可能性が推定 され る.
丸山75)は, 慢性四塩化炭素 (c a rbo ntetr a chlo ride)
障害ラ ッ ト肝 の線維化過程 に お ける コ ラゲ ナ
ー ゼ活性
は, 線推化の 程度と平行 してあ る程度増強す る が, 不
可逆期に ま で 線維化が進行す る と, もは や その 活性 の
増強は み られ ず, 逆に 低下す る所見 を示 した . こ の 成
績か ら, 不可逆性線推症 は, コ ラ ゲナ ー ゼ 酒性の 増強
以上 に コ ラ ー ゲ ン形成の克進がある た め に 生ずる もの
で ある こ と が述 べ られ て い る｡
壊死巣 は, 一 般に 肉芽組織に 置換 され, 終局的に は
疲痕組織 とな る. しか し, 掛 こお い て は壊死巣の大部
分 は月旨肪組織で 吸収置換 され る こ とが 観察
2 8)さ れ て い
る . こ の事実は, 肝な どの他臓掛 こは み られ な い 膵の
特異性と言え よう . 膵に お い て は, コ ラゲ ナ
ー ゼ によ
り 二 分 され た コ ラ ー ゲ ン線維 は, 体温で変性さ れ る こ
と に よ り トリ プ シ ン や エ ラス タ
ー ゼな ど豊富に 存在 す
る非特異的蛋白分解酵素の作用
1 8)を うけて容易 に 吸収
され るも の と推察 され る. 従 っ て , コ ラゲ ナ
ー ゼ は,
生理 的条件下で コ ラ ー ゲ ン線推 を最初 に 分解 す る酵素
と な り, 増生 した緑綬の分解吸収に あた っ て不可欠な
役割を担 っ て い る こ とが 示唆 され る.
結 論
二 酸化炭素使用の凍結装置 を用い ラ ッ ト膵 を凍結処
置 し, 実験的壊死性膵炎を作成す る こ と に よ り, 膵の
線推増生と その分解吸収過程 を観察 した . その際, 組
織培養法 によ り膵組織中 コ ラ ゲナ
ー ゼ活性 を検出し,
こ れ と膵線維化の消長 との 関係 を検討 し以下の結果 を
得 た.
1. 膵 の 凍結処置に よ り, 血襲中リ パ ー ゼお よ びア
ミラ ー ゼ は, 凍結処置後 1週目ま で高値 を示 した .
2. 膵の凍結処置 に よ り, まず膵実質の 壊死 が みら
れ, つ い で, 2
～ 3週間に わ た り細胞浸潤, 毛細血 管
お よ び膵管の増生が み られ た . 4 日目囁 か ら出現 した
線推化 は, 3 ～ 4週目頃 を ピ ー ク と し, 以後減少す る
が, 5遇眉以降に は脂肪組織の増加が著明と な っ た .
3. 膵組織の乾湿重量比率は , 4週目以降に 有意の
増加 を示 したが , こ れ は 一 旦 増生 した膵の線維化の減
少, 脂肪組織の増加 と平行 して い た .
4. 膠原線推量の指標と な る膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ
プ ロ リ ン 豊は, 凍結処置後 1週目 よ り4週目ま で増加
し, 5過日以降 は減少傾向を示 した .
田
5. 幼若ラ ッ ト皮膚よ り抽出 した 中性可溶性 コ ラ ー
ゲ ン を基質 と し, 組織培養法に よ り膵 コ ラ ゲナ ー ゼを
検出 した. また , 本法 に より得 られ た基質の 溶解産物
は, ポ リ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル デ ィ ス ク電気泳動法によ
り, 動物性 コ ラ ゲナ ー ゼ に よ る もの で あ る こ とが認め
られ た .
6, 膵組織培養法 に よ り検出さ れ た膵 コ ラ ゲナ ー ゼ
活性 と膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン量の推移との関
係 をみ る と, ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン は, 膵凍結後2,
3, 4 過と増加す る の に 応 じて, 正 常膵で は検出され
なか っ た コ ラゲ ナ
ー ゼ活性 は次第 に 上 昇 し, ハ イ ドロ
キ シ プ ロ リ ンが 減少 し始 め る 5過日 では コ ラ ゲナ ー ゼ
は 66.7% と最高値 を示 したが , 7週目以降で はその活
性を み な か っ た .
以上 の成績 より, 実験的壊死性膵炎後の膵線椎増減
と コ ラ ゲ ナ ー ゼ が 関連 して お り, 両者の推移から膵コ
ラゲ ナ ー ゼ は膵線推化 に 対 して 抑制的な役割 を呈して
い る もの と推察 され た .
(本論文の要旨は, 第2 3回目本鞘化蕃病学会秋季大
会, 第 11 回創傷治癒研究会 にお い て発表した.)
稿 を終る に 臨み , 御指 乳 御校閲 を賜わ りま した宮崎逸夫
教 動 こ深謝 い た します . また , 直 接御 指導, 御助言を戴いた
木南義弟助教授 ,さ らに 病理学的検索 に御指導を戴いた金沢
大学第 1病 理中西功夫助教授 に感謝 の 念を表します.
文 献
1) 佐藤寿雄 :慢性膵炎調査研究班, 昭和49年度研
究業績 1974.
2) 佐藤寿雄 ･ 斉藤洋 一 ･ 白相光康 ･ 松野 正妃 ･ 芳
賀紀夫: 急性膵炎経過後の 病態に つ い て . 特に その慢
性化の問題 を中心と し て. 最新医学, 27, 167 ト 1687
(1972).
3) 林浩次 : シ ンポ ジウ ム 第 3集. 急性膵炎の病態と
治療(日本膵臓病研究会編)9-14貢, 東京, 医学図書
出版. 1978.
4) 堺隆宏 : 線推化 と酵素系. コ ラ ゲ ナ
ー ゼ . 肝胆猟
3,4 87-491(1981).
5) Gr o s s, J. & Lapie re, C. M . : Co11age n olytic
a cti vity in a mphibia n tiss ue s･ A tissu ec ulture
a s s ay. pr o c. Natl. Ac ad. Sci. U. S . A. ,48,10 14
-･1(122
(1962).
6) Grillo, H . C. & Gr o ss, J. : Collagen olytic
a ctivity du ring m a m m ali n w o und r epair
･ Dev･
Biol. , 15, 30 0
- 315(1967).
7) Jeffrey, J. J. & Gr o ss, J. : Collage n a sefro m
rat ute ru s. Is olatio n a nd pa rtial char a cteriz atio
n･
Bio chemistry, 9, 268
- 273(1970).
脚線維化と コ ラ ゲナ ー ゼ活性
8) Bro w n,S･ ‡･ ･ W elle r, C･ A･ & Va s se r n a n, 軋
軋:Collage n olytic a ctivity of alkali-bu r n ed c o r-
n eas, Ar ch. Ophthal･ , 81. 370M373(1969)･
9) Nagai, Y･ & Ho ri∴臥 : Ve rtebr ate c ollage-
nase. Dir ect e xtr actio n fro m anim al skin a nd
hu m an Syn O Vial m e mbr a n e･ J･ B io che m･ , 72, 1147 -
1153(1972).
摘) 田嶋義雄: 実験動物学
｡ 各論 ( 田嶋編), 第5版 ,
453- 455頁, 東京, 朝倉書店. 1972.
‡l) Ric血a rds, Cり Fit曙 erald, P･ J･ , Ca r ol, B･ ,
Rose nstO Ck, L. & Lipkin , L. : Segm e ntal div sio n
ofthe rat pa n cr e a sfo r e xperim e ntal pro cedu r es.
Lab.In v e st. , 13,1303-1321(1964).
12) In aya m a. S･ S hibata , T･ & Saito, S∴ A l- e W
microa n alytic al m ethod fo r determin atio n of
hydr o苧y pr Olin ein co n n e ctiv etis su e∴KeioJ･ M ed■ 一
27,43 - 46(1978).
‡3) Ka ng, A .】乱 , Nagai, Y ･ , Pieヱ, 軋 A ･ & Gro s $,
J∴ Studie s o nthe stru ctu re ofc ollage n utiliz ng a
collagen olytic e n zym efro mtadpole. Bio che mistry,
5,509-515(1966).
14) Riley, W . B. , & Pe a co ck, E. E. :Ide ntific a･
tion, distributio n, a nd signific a n c e of a c ollage-
nolytic en z≠m ein hu m a ntiss u e s. Pr o c.･So c. Exp.
Biol, Medり 124, 207-210(1967).
15) Orn stein, L. : D is c electropho resis - Ⅰ . Ba ck･
gr ou nd andthe o ry. An n. N , Y. Ac ad. Sci. ,121,321
- 349(1964).
16) Da vis, B. J. : Dis c ele ctr opho r e si - Il.
Method a nd ap plic atio nto hu m a n se ru mpr otein s.
Ann. N . Y. Ac ad. Sci. ,121, 4 0 4-427(1964).
17) Nagai, Y . , Gr o ss, J. & Pie z, K . A . : Disc
ele ctr opho;e sis ofc o11age n c o mpo n e nts. An n. N . Y .
Ac ad. Sci., 121, 494- 50(1964).
18) Sakai, T. & Gr o ss, J. :So m eprope rtie s ofthe
produ cts of r e a ctio n of tadpole c o11age n a sewith
eollage n. Bio chemistry, 6, 5 18 → 528(1967).
19) 小島国次 ･菅又 宏:病 理学 よ りみ た慢性膵炎. 診
凰 器, 1471-1481(970).
20) 日本膵臓病 研究会 : 慢性膵炎 の 臨床診断基準(試
射. 日消会誌, 68, (1 971).
21) 林清次 :膵線推化の 病軋 肝胆膵, 乳 563- 568
(1981).
22) Shilier, W . R . , Su riyapa , C. & Ande r so n, M .
C･:Curre nt r es e ar ch re view . A re vie w of e xperi-
m entalpa ncr e atitis. J. Su rg. Res. ,16,69- 90(1974).
23) Wa nke, M ･ : Expe rim e ntala c utepa n c re atitis,
483
p65-1 42･In Ctlrre ntTopicsin Patholog y,Springe r
- Verlag, Be rlin, 1970.
24) 林 田康男 ･ 権 田厚文 ･ 横田 広夫 ･ 山 崎忠光 ･ 高田
方凱 ｡ 城所 幼 :膵炎の 実験モ デ ル
. 医学 の 歩み,103, 46
- 352(1977).
25)林田康男 ･ 権 田厚文 ･ 膵郡元通ぃ 山崎忠光 ･ 世 良田
進三 郎 ･ 城 所伽 ･ 高田 方凱 : 慢性膵炎 (内藤絹). 内科
M O O K No, 6. 40- 46貢, 東京, 金原出版, 19袖.
26) 林田康男 ･ 滝沢 直樹 ･ 権田厚文 ･ 城所幼 :膵 の形
態と機能(橋本編), 第1版, 223- 232貢, 東 武 宇宙
堂八木書店. 1981.
27) 小塚貞雄 ･ 坪根幹夫 ･ 滝正 : 壊死性膵炎の 病理 組
織学的研究. 胆 と膵, 2, 57 ト 585(1981).
28) 林清次 :知 ら れざる臓器
"
膵" , 膵臓の病理(エ ー
ザイ 編), 5 t 12貢, 東京, エ ー ザイ . 1975.
29) 小 川道雄 : ア ミラ ー ゼ . 消化管外科,3,1115-1123
(1980).
30) Take u chi, T. , M u r a. M . , Sakaki, R . ,
Matsu shim a, T. & Sugim a r a, T. : Co mpa r ativ e
Studie s o n ele ctr opho retic mobility a nd im m u n o-
genicity ofpa n c re atic a ndpa r otida myla s es ofr at.
Bio che m. Biophys. Acta ,403, 456
p 460(1975).
31) 阿部裕 ･ 七 里 元 亮 ･ 菊池幹雄 : リパ ー ゼ . 消化器
外科, 3,1125汀1131( 980).
32) 北 村次 男 ･ 黒岡 繁 : ヒト血清 リパ ー ゼの 膵疾患診
断指標と して の 意義. 医学の あ ゆみ , 109, 58 ト 598
(1979).
33) 小 泉金次郎: 膵機能と病理組織所見. 日本膵臓病
研究会 プロ シ ー デイ ン ブス , 2,109(1972).
34) 小 関栴 ･ 能登 陸 ･ 松野正 紀 ･ 狩野研次 郎: 慢性膵
炎の組織像と臨床像 との 対比 : と く に組織計測学的立
場か ら. 日消会誌. 77, 954- 962(1980).
35) 能登 陛: 膵炎の 修復過程に 及 ぼす食飼の 影響 : ラ
ッ トに つ い ての 実験 的研究. 日消会誌,869-877(1972).
36) Pr o ckop, D. J. & U de nfrie nd, S. : A spe cific
hethod for the a n alysis of hydro xy prolin ein
tis su es a nd u rin e. An al. Bio che m. , 1, 228爛239
(1960).
37) 井 上 吉 弘 : 膵線椎化 の 機序 に 関 す る 実験的研
究 :特 に 膵組織 ハ イ ドロ キシ プ ロ リ ン 量 と膵線維化,
日消外会誌, 13, 1369-1378(19 鮒).
38) Ne u m a n, R. E. & LogaIl, M . A . : T he
dete r min atio n of hydro xy pr olin e, J. Biol. Che m. ,
18孔 29 - 306(1950),
39) 柴田徹 - ･ 稲 山誠 一 ･ 中村薫 ･ 中里 由利子 ･ 細田
泰弘 : 凍結乾燥法を用 い る微量臓器中の 水分な らび に




40) Ha rpe r, 臥 : Collage m a s e. Am n. R 研 ･ 以0 -
dl e血 . , 49, 1063
- 1078(1980).
41) Eis e n, A. Z. , Jeffe r ey, J. J. ･ & Gro ss, J･ :
Hum a n skin c ollage n a s e. Is olatio n a nd m e cha nis m
of atta ck o n the collagen m olec ule. Bio che m･
Biophys. Acta, 151, 637
N 645(1968).
42) W o o11ey, D. E. , Tu cke r, J. S. . Gr e en , G. &
Ev a n s oIl,J. M . :A n e utr alc ollage n as efro mhu m an
ga stric rnu c osa. Bio che m. J. , 153, 119
- 126(1976)･
43) 本谷 益 良: ヒトの 正 常胃, 胃潰 軌 胃癌 に お ける
コ ラゲ ナ ー ゼ活性. 医学と生物学, 80,273- 275(1970).
廻) 本谷 益良 ･ 宇宿源太 郎 : ヒト胃炎コ ラゲ ナ
ー ゼの
組織学的性質. 医学と生物学, 80,277-280(1970).
45) Dr esde n, M . H . , Heilm a n, S . H . & Schu midt,
J. D. :Collagen olytic e n zym e sin hu m an n e opla s m s･
Ca n c erRes. ,32, 993
- 996(19 72),
46) Ha r ris, E. D. , Faul kn e r, C. S. & Wo od, S. :
Collagen a s ein c arcino m a cells. Bio che m. Biophys.
Res. Co m m u n. ,48, 1247q 1253(1972).
47) Fullm e r, H . 軋 & Gibs oIt, W . :Collage n olytic
a ctivity ingingiv a e of m a n. Natu re, 209, 728
- 729
(1966).
48) Be utn er, E. H . , T ri ftshause r, C. & Ha s e n,S .
P. ; Collage n olytic a ctivity of gingiv altis su efr orn
patie nts with periodo ntal dise a s e s. Pr o. So c. Exp.
Biol. M ed. , 121, 082
- 1 085(1966).
49) Ha r ris, E. D. , I)i Bo n a, D . R. & Kr a n e, S.
M . : Collagen a s ein hu m a nsynovial fluid. J. Clin.
In v e st. , 48, 2104- 2113(1969).
50) Ca m e r o n, G. R . & Ka r u n a r atn e, W . A . 駄 :
Carbon tetra chloride cirrho sis in relatio nto liv e r
r ege n e n e r atio n.J. Path. Ba ct., 42, ト 21(1936).
51) O ka 2:aki, Ⅰ. & Ma ruya m a, K . : Colagen ase
a ctivity in exp erim e ntal hepatic fibro sis. Natu r e,
252, 49-50(1974).
52) Ir mgard, M . & Ruy, P. T. : Collage n asein
e xpe rim e ntal c a rbo ntetra chlo r･ide cirrho sis ofthe
liv e r. Am . J. Path. , 92, 411- 417(1978).
53) For ell, M . M . ,Stahlhebe r, H . & Le hn e rt, P. :
Physiologie de s ex okrin e nPa nkre a s, p77
M 78. In
Sch wiegk, H .(ed.), H.andbu ch derin ner e nM edizin,
5te Au slage, Springe r
- Ve rlag, Berlin, 1976.
54) 早川哲夫 ･ 野 田愛司 ･ 近藤孝晴: 膵液の 生化学.
歴 と膵, 1, 1019- 1030(1980).
55) 織田敏次 ･ 笹本和啓 : 酵素診断法 ｢ 誘発試験 を含
む - . 105- 116貢, 内科 シ リ ー ズ No . 29. 膵 炎のす ぺ
て (石井編), 東京, 南江堂. 1978.
56) Ho uck, J･ C･ & Pa七el, Y ･ M ･ : pa n cre atic
C Ollage n as e. A n e w e n zym e･ Pr o c･ So c. Exp. Biol,
Med. , 102, 421-423(1959).
57) Ho u ck, J･ C･ & Patel, Y･ M ･ : T he c ollage･
n olytic a ctivity ofpa n c r ea s･ An n･ N ･ Y▲ Acad･ Sci.,
93, 333-349(1 962),
58) Ho u ck, J･ C･ & Patel, Y ･ M ･ :Collagen olytic
a ctivity of m a m m alin pa n c re a s･ Pr oc･ Soc･ Exp.
Biol. M ed. , 116, 382-385(1964).
59) Nagai, Y. , Lapie re, C I M . & Gro s, J. :
Tadpole c ollage n a se. Prepa r atio n a ndpu rific ation,
Bio chemistry,5, 3123-3130(19 66).
60) Gisslo w, M ･ T■ & McBride, B･ C･ : A rapid
se n sitiv e c ollagen a s e a ss ay. An al. Bio che m.,68,70-
78(1975).
61) Kingsley, R . L. , Ir vin , E. L. & Pa ul, A. 軋 :
A se n sitiv e a ss ay for c ollage nolytic a ctivity uslng
tritiated c ollage n. An al. Bio che m. , 70, 218-223
(1976).
62) Gr o ss, J. & Nagai, Y. :Spe cificdegradatio n
ofthe c ollage n m ole culebytadpole collage n olytic
en zym e. Bio che mistry, 54,1197
- 1204(1965),
63) 山 根績 : 組織培養, 基本 と実際 (堀田 ･大山編),
33-46貢, 束京, 永井書店. 1976.
64) W e rb, Z. , 凱 rleigh, M . C. , Ba r rett, A. J. &
Sta rkey, P. M . : T he inte ra ctio n of α2
-
m aCrO･
globulin with pr otein a s es
･ Binding and inhibition
of m a m m alia n c ollagenases a nd other m etalpr o
･
teina se s. Bio che m .J., 139, 359M368(1974).
65) Ba r ret t, A . J. & Sta rkey, P . M . : T he
inte ra ctio n of α2 - m aC r Oglobulin with pr otein ases･
Cha r a cte ristics a nd spe cificty ofthe r ea ctio n, a nd
a hy pothe sis c o n c e rningits molec ula r m e chanis m･
Bio che m. J. , 133, 709- 724(1973).
66) O hlss o n, K. : αl
-
a ntitryspin a nd 町 m aCrO
-
globulin. Intera ctions with hu m a n n e utr ophil




67) Eiz e n, A . 乙 , Blo cb, E . J. & Sakai, T∴
Inhibitio n of hu m a n skin c ollagen as eby hum an
se r u m. J. Lab. Clin . M ed. , 75, 258-263(1970)･
68) W o olley, D . 臥 , Roberts, D. 軋 & EY a n SOm,J･
M . :Inhibitio n of hu m a n colagen a s e a ctivityby
a
s m allm ole cula r w eight s e ru mpr otein ･ Biochem
･
Biophys. Re s. Co m m u n. ,66, 747-754(1975)･
69) W o o11ey, D. E. , Robe rts, D･ R･ & Ev a n s on,J･
膵線維化 と コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性
乱 : Sm a11 m ole c ular weight β1
,
Se ru mpr Otein




- Ⅲa rper, J･ , V o址 H- & Ⅲa rpe r, 臥 :
Platelet fa ctor 4 : An inhibito r of c o11age na s e.
Sc如C e,199, 991-992(1978).
71) l(uet tn er, R･ E･ , H iti-Ha rpe r, J･ Eise n stein ,
R. & Ha rpe r, E. : Co11age n a seinhibitio n by
cationicpr otein s. Bio che m■ Biophys. Re s. Co m m u n. ,
7乳40
- 46(1976)･
72) Lazarn $, G. S･ , Da niels, J. R . , Br¢W n, R . S. ,
Blade n, H. A . & Fullm e r, H ∴M. : Degradatio n of
485
CDllagen by a hu m an gra n ulo cyte c ollage n olytic
SySte m.J. Clin . In v est. ,47, 2622- 629(1968).
㍑) 岡崎勲 ･ 丸山 勝 也 ･ 大塩力 ･ 土屋雅容: 消化器疾
患に お ける c o11age n aseの意義. 日消会諷 73,1-1 2
(1976).
74) Stricklin, G. P. , Ba u er, E. A. ,Jeffrey,J.J. &
E孟s e n, A. Z. : Hu man skin c o11age n a se :Is olatio n
Ofpr ec u rs o r a nd ctiv efo r ms both fibrobla st a nd
O rga nC ulture s. Bio chemistry. 16,1607M 1615(1977).
75〉 丸山勝也 : 実験的肝線維症 に お け る肝 colla卵 ･
n a s eの 証明 と そ の 活性の推移. 日消会誌,72,96 ト 973
(1975).
486 高 田
A S触感y o 孤野弧 ¢詑 盈嘘e 野肋 ¢ 由 組 成C¢弧聯 n a 班Ae雨滴呼 血 駄pe打払 e 皿蝕且Ne 仁和 せ施量喝p 批 空e.
盈成蝕 Michiaki Takata
,
Departm e nt of Surgery(正) (Directo r:Prof･ Ⅰ･ Miyazaki), School
Of Medicine
,
Ka naza w aUniversity, Ka n az aw a, 920- J･ Ju ze nMed･ Soc･, 撃且,4 7 3q 4 8 8(1982)
Abstract
T his study w as de sign ed to elu cidate the fibrous proli fe r atio n and adipo s e r eplac e m entin
Pa nCrea S Which w eT ePr Odu ced after acute panc reatitis, Pa rtic ula rly of nec r otizing type･ Using
m ale wistar r ats, neCrOtizing pan cre atitis was produ ced by a freezing pr o cedu r ein the splenic
Segm entOfthepanc r e as. Ex a min ation s w e r em ade on histologicalcha nges, hydr o xy pT Olin elev els
m ea sured bythe kIS Om ethod, a nd conagena se a ctivitydeter mined by thetissu e c ultu r e m eth｡d
using neutralsolub le collagen as substr ate. T he fr e e zing of the pa n c re asprodu ced a n ecrosisand
fibro us proh fe ratio n at t he e a rly stage which w a s r epla c ed by a n adipo s etissu elater. T hehydro･
Xy prOline le v el incr e a sed gr adu a11y re a chingt he m a xim alvalu ein fo u r w e eks afterthe fr ee zing
PrO Cedu re, a nd decrea sed ther e afte r. T hein c r e ased c o11age n ase a ctivity w a s observedin the2nd
W e ek
.
T he ratio ofr atsthatsho w ed co皿age n a se a ctivity a nd the level of its a ctivity r ea ched a
m a xim u m at t he 5 thw e ek. T helysedprodu cts ofs ubstr ates wer einde ntified a stho se c a u s edby
CO11age nas e, by the use ofpolyacrylamide gel dis c electr opho r e si . T he re s ultsindic atethat the
increased c o11agen as e activity in the pa n c re as is a so ciated with fibr o us pr olife r atio nin ne cro-
tizing pa ncreatitis. It is suggested t hat c o11age n a s eplays a nim po rta nt role in degr adation and
abso rption ofprolifer ated collage nfibers.
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Fig. 5. Histologic al findings of the pa n cr e a s after fre ezing pr o c edure. (hern ato xylin e-
e o sin stain , X 40).
a : 3rd day, m Oder ate c el ula rinfiltr atio n a nd mild du ctule prolife r atio n w er e se e n
a r o u ndthe n e cr o sis.
b: 4 th day, mi 1dprolife r atio n of c apilla ry a nd fibe r s w e re s ee n a r o u ndthe n e c r o sis.
C : 1st w e ek, C ellularinfiltratio n and proliferation of capillary and du ctule w er e se en
m oderately arou ndthe n ecro sis.
d: 4 th w e ek
,
Str O ngfibr o sis w a s se e n a nd mi1d adipo s etis su e ap pe a red, but n e c ro sis,
C ellula rinfiltr atio n a nd c apila ry pr olifer atio n w e re redu c ed.
f: 13th w eek, t he rn o stpa rt ofthe da m aged a r e a w as repla c ed by adipo setis su e.
Fig. 9. VisiblelysIS Ofc ollagen gel in 24 ho urs c ulture s ofpa n c r eatictiss u e at the5 th w eek
afterfre ezlng prO Cedu r e. Lysisis s e e n a stra n spa r e nt a re a a r o u ndthe pa n c re atic tiss u e･
No n - 1ys ed c ollage n gels ubstrateis s ee n a s opaqu e a r e a within thein n e r ring(15m mI･
D. a nd 2m m de ep). (a), C Ollage n a se a ctivity (±);(b), C O11age n a se a ctivity (十);(C),
C Ollagen a se a ctivity(+ +);(d), C Ollage n a se a ctivity(+ + 十).
